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摘   要 
蓝藻是目前已知具有生物钟节律的最简单生物，它的生物钟基因簇 kai 由





酸化使之发生构象变化。这种 Kai 蛋白之间和 Kai 蛋白与其它蛋白的相互作用
以及 KaiC 蛋白的磷酸化状态，构成了由 Kai 蛋白振荡器产生生物钟守时机制
的核心。 
酵母双杂交系统是研究蛋白相互作用的常用方法，为了研究铜绿微囊藻生
物钟基因（Microcystis aeruginosa） kaiA 的功能找到与其相互作用的蛋白，我
们通过 PCR 方法克隆得到该基因，然后将其克隆入酵母双杂交流系统所用的
钓饵载体 pGBKT7 和猎物载体 pGADT7 中，经测序证明正确后，分别将两组质
粒 pGBKT7-kaiA /pGADT7- kaiA 和 pGBKT7-kaiA/ pGADT7 转化入酵母菌
AH109 中，分析其表达产物是否会影响酵母菌的生长以及能否激活报告基因转
录。实验结果表明 KaiA 蛋白对酵母菌 AH109 无毒性，也不能激活报告基因转
录，同时也证实了 KaiA 蛋白在转化酵母菌中可以发生自身相互作用。实验还




到 23 个阳性克隆，通过测序和比对，发现其中有 7 个未知蛋白与蓝藻有关，
为了确定这些蛋白与 KaiA 相互作用的结构域，我们分别深入分析了这些蛋白
所包含的各种功能结构域与 KaiA 之间的相互作用。结果表明，下列功能结构
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Screening interacting proteins With Microcystis 




Cyanobacteria are the simplest organisms known to have the circadian clock. The 
clock gene cluster kai of cyanobacterium, which is composed of three genes, kaiA, 
kaiB and kaiC, has been identified as essential time-keeping component. Disruption of 
each of the kai genes abolishes circadian rhythmicity. The protein-protein association 
among the Kai proteins and other proteins may be a critical process in the generation 
of circadian rhythms. The role of  KaiA is probably as a conduit for information 
from the input pathways,  to receive environment information and dock with the 
clock complex, stimulating KaiC autophosphorylation and inducing a conformational 
change. Interaction among Kai proteins and other proteins and the phosphorylation 
state of KaiC protein are central to the timekeeping ability of the Kai Oscillator. 
The two-hybrid system is a powerful technique for detecting protein-protein 
interactions. To study kaiA function and find its interacting protein, the clock gene 
kaiA was cloned from Microcystis aeruginosa by PCR and then subcloned into the 
bait vector pGBKT7 and prey vector pGADT7of yeast two-hybrid system. After being 
verified by sequencing, the recombinant plamid pGBKT7-kaiA/ pGADT7- kaiA and 
pGBKT7-kaiA/pGADT7 were co-transferred into yeast strain AH109 respectively and 
its expression products were assayed whether it can affect the growth of yeast cells 
and activate the reporter genes. The result shows that KaiA protein was not toxic to 
AH109 and could not activate the reporter gene. The results also demonstrated 
homotypic interaction of  KaiA in transformed yeast cells. The constructed plasmid 
pGBKT7-kaiA may serve as bait vector of yeast two hybrid GAL4 system to fish KaiA 
interaction protein from genomic library of Microcystis aeruginosa . Therefore, two 













screened to isolate proteins that might interact with KaiA. Finally, twenty-three 
positive clones were picked out. The sequencing and analysis shown that seven of 
them were related to cyanobacteria. In order to define interacting domain of seven 
proteins with KaiA, the interactions between KaiA and different significant functional 
domains involved in these protein were further analyzed respectively. The results 
show that DUF29，TRCF，PAP-fibrillin, pp-bing  and COG4995 could interact with 
KaiA. 
 
Keywords: Microcystic aeruginosa；clock protein KaiA; the yeast two-hybrid 
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的生物钟研究方面，虽然早在 1996 年 Sato M 等人就报道了铜绿微囊藻 psbA2
基因的表达具有昼夜节律的现象[1]，但在那之后就没有再见到与铜绿微囊藻生
物钟相关的研究报道。目前在蓝藻生物钟的研究方面，研究的较为深入的是聚
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相关基因 sasA[15],pex[16],cikA[17],rpoD2, rpoD3,rpoD4,sigC[18],cpmA[19]，LdpA[20], 
psbA[21]等，Anabaena sp. PCC 7120 ,Thermosynechococcus vulcanus, Acaryoch- 
loris marina,Nostoc cycadae ,Nostoc sp. PCC 9709 和 Synechocystis sp. PCC6803 
等的钟基因 kai,以及本实验克隆 Microcystis aeruginosa PCC 7820 的钟基因
kai。 
蓝藻中首先克隆鉴定的生物钟基因是聚球藻的 kai 基因[22]，kai 是一个基
因簇，由 3个单拷贝基因 kaiA, kaiB, kaiC 成簇排列构成,其中 kaiA 单独转录，
kaiB, kaiC 共同转录 [14]。它们是维持聚球藻生理节律所必需的，突变或缺失其
中任何一个基因都会使聚球藻正常的昼夜节律发生改变甚至消失。作为生物钟
的核心部分，kai 基因自身的表达也具有节律性，它是通过表达产物对自身基
因的反馈调节作用来实现近 24 小时的周期性震荡[23]。 
在由 kai 基因表达的三种生物钟蛋白中，KaiC 是主控成分，能负调控自身
的转录，KaiC 的过量表达会抑制 kaiA，kaiBC 基因的表达；KaiA 是 kaiBC 启
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节的，KaiA 能促进 KaiC 的磷酸化，而 KaiB 则抑制这种作用。KaiA 是接受和
整合环境信息的钟蛋白，具有 N-端和 C-端两个结构域，N-端缺乏保守天冬氨
酸残基的伪接受域能通过与输入途径的某种蛋白（目前未知）发生相互作用而
感受环境信号并引起自身 C-端构象的改变，而 C-端构象变化将影响 KaiA 和
KaiC 的相互作用，改变 KaiC 的磷酸化状态，促使 KaiC 发生磷酸化 [29~35]。KaiB
蛋白则起到与 KaiA 相反的作用，它能够抑制 KaiC 的磷酸化。 
下面是蓝藻生物钟分子机制的假想示意图（图 A ，摘自 Hideo 
Iwasaki,2000[36]）： 
 
图 A 蓝藻生物钟的分子机制（摘自 Hideo Iwasaki,2000） 
Fig.A The molecular mechanisms of cyanobacterial circadian clock 




























能够与 KaiC 蛋白相互作用形成一个外部的反馈环，对 kaiABC 组成的生物钟
振荡核心起到放大器作用的 SasA[15]；作为信号输入途径的组成成分，能为聚
球藻提供重置生物钟时相环境信息的 CikA[17]；能增强 kaiA 的表达，具有延长
聚球藻生物钟周期作用，作为生物钟修饰因子的 Pex[16]；还有一些输出途径的
组成成分如 RpoD2 , RpoD3 , RpoD4 , SigC[18]和 CpmA[19]等。 
然而，对于蓝藻生物钟分子机制人们了解的并不够具体，许多围绕生物钟
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